Illllllllllll lllllllll 

0 495 347 A1 



(3) DEMANDE DE ORE VEX EUROPE EN 

© Numero de depot: 91870219.2 © Int. CI. 5 : G01N 27/447 



0 Date de depot: 23.12.91 



Une requete en rectification en ajoutant un verbe 


© 


Demandeur: ANALIS S.A. 


a la phrase de la page 6 ligne 29 de la 




14 rue Dewez 


description a ete presentee conformement a la 




B-5000 Namur(BE) 


regie 88 CBE. II est statue sur cette requete au 






cours de la procedure engagee devant la division 


© 


Inventeur: Chevigne, Roland 


d'examen (Directives relatives a I'examen 




9, Rue des Forts 


pratique a I'OEB, A-V, 2.2). 




B-5100 Wepion(BE) 






Inventeur: Janssen, Jacques 


® Priorite: 15.01.91 BE 9100027 




288 Chaussee de la Hulpe 






B-1170 Bruxelles(BE) 


© Date de publication de la demande: 






22.07.92 Bulletin 92/30 








© 


Mandataire: Van Malderen, Michel 


© Etats contractants designes: 




p.a. Office van Malderen 85/043 Boulevard de 


BE CH DE ES FR GB IT LI NL SE 




la Sauveniere 






B-4000 Liege(BE) 



© Procede de separation de rhemoglobine glycosylee HB A1C par electrophorese sur gel d'agarose. 



© Suivant ('invention, on utilise comme milieu de support pour I'electrophorese un gel d'agarose contenant du 
sulfate de chondroitine, pour separer rhemoglobine glycosylee Hb A1c des autres types d'hemoglobines. 

Une analyse densitometrique du gel apres electrophorese permet une quantification du pourcentage de 
chaque type d'hemoglobine contenu dans rechantillon. 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 




© Numero de publicatio 




Rank Xerox (UK) Business Services 



EP 0 495 347 A1 



Objet de i'invention 



La presente invention concerne un procede electrophoretique realise sur gel d'agarose permettant de 
separer l'hemoglobine glycosylee par le glucose Hb A1c, presente dans un echantillon de sang, non 
5 seulement des hemoglobines non-glycosylees mais egalement des autres types d'hemoglobines glycosy- 
lees comme Hb A1a et Hb A1b par exemple, de rhemoglobine foetale, et eventuellement d'hemoglobines 
anormales. 

Apres separation par le procede de I'invention, une analyse densitometrique classique permet une 
quantification du pourcentage de chaque type d'hemoglobine present dans I'echantillon. 

w 

Arriere-plan technologique 



La surveillance de revolution du diabete d'un patient peut s'effectuer par controle du taux de glucose 
dans le sang. On sait cependant que revolution de celui-ci est particulierement rapide. Les dosages de 
w glucose ne peuvent donner que des indications ponctuelles sur la glycemie du patient, et ne refletent done 
pas revolution de celle-ci dans les semaines precedant I'analyse. 

On sait par ailleurs que la determination quantitative de rhemoglobine glycosylee Hb A1 reflete la 
concentration du glucose sanguin moyen d'un patient sur une periode de deux mois precedant la prise de 
sang. 

20 Pour cette raison, les dosages d'hemoglobine glycosylee (encore appelee glyquee) sont frequemment 
utilises dans les laboratoires d'analyse medicale. 

L'hemoglobine est constitute de quatre chatnes peptidiques avec un groupement heme. La principale 
hemoglobine du sujet adulte normal est l'hemoglobine A, constitute de deux chatnes a et de deux chatnes 

25 L'hemoglobine A1c est formee par glycosylation non-enzymatique des chatnes £ de l'hemoglobine A 
par fixation du glucose sur les extremites NH2 libres des valines N-terminales de chaque chatne 

L'analyse biochimique montre que cette traction Hb A1c contient une mole de glucose par mole 
d'hemoglobine. 

L'hemoglobine glycosylee totale Hb A1 comprend egalement les fractions A1a, A1b, Aid et A1e. La 
30 premiere contient du glucose-6-phosphate au lieu de glucose non phosphoryle; les trois autres sont encore 
actuellement mal connues, mais il ne semble pas qu'il y ait correlation entre ces fractions et I'equilibre 
glycemique. 

Resume de I'etat de la technique 

35 

Differents procedes sont utilises pour separer les hemoglobines glycosylees. 

Plusieurs methodes chromatographiques donnent un resultat satisfaisant du point de vue du resultat 
obtenu mais sont generalement lentes et couteuses. 

II est par exemple connu de pratiquer une chromatographie d'affinite en utilisant la propriete de 
40 l'hemoglobine glycosylee de se fixer a I'acide m-aminophenylborique lie a un gel d'agarose, en eluant a 
I'aide de deux tampons appropries. 

La chromatographie sur resine echangeuse de cations faiblement acide permet la separation de 
differentes fractions d'hemoglobine par elution au moyen de tampons de force ionique et pH differents. De 
telles techniques sont par exemple decrites dans les brevets US-A-4,389,491 et US-A-4,407,961 . Ces 
45 techniques chromatographiques sont sensibles aux variations de temperature et les analyses sont souvent 
entachees d'erreurs par des echantillons contenant de l'hemoglobine foetale (HbF) ou des hemoglobines 
anormales (HbS, HbC). 

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) fournit de bons resultats et il existe des 
analyseurs automatises couteux qui permettent des analyses en grande serie. 

50 Parmi les techniques electrophoretiques, il est connu de separer electriquement les differents compo- 
sants de l'hemoglobine selon leur point isoelectrique sur un gel de polyacrylamide en gradient de pH 
(separation par isoelectrofocalisation); cette technique permet de detecter des hemoglobines anormales, 
mais I'HbF interfere avec la Hb A1 c, qui migre au meme endroit; en outre un dosage densitometrique est 
difficilement applicable a cette technique. II est a noter que ('interference Hb A1c/HbF pose des problemes 

55 en particulier pour la surveillance du diabete chez les femmes enceintes. 

Le brevet US-A-4,222,836 mentionne une technique de separation d'hemoglobines glycosylees sur gel 
d'agar contenant un tampon citrate. Celle-ci permet la separation d'une part de l'hemoglobine non 
glycosylee Ao et d'autre part de I'ensemble des hemoglobines glycosylees Hb A1 a, b, c, qui migrent 
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toutes au meme endroit. Cette technique necessite un contrdle rigoureux de la teneur en sulfate de i'agar 
utilise. 

Des resultats similaires obtenus par electrophorese sur gel d'agar sont mentionnes dans les articles 
suivants: Menard L. et al., Quantitative determination of glycosylated hemoglobin A1 by agar gel electropho- 
5 resis, in Clin. Chem. 26, 1075 (1979), et Aleyassine H. et al., Agar gel electrophoretic determination of 
glycosylated hemoglobin: effect of variant hemoglobins, hyperlipidemia and temperature, in Clin. Chem. 
27/3, 472-475 (1981). 

Le brevet US-A-4 351 711 (J. AMBLER) decrit un procede d'electrophorese qui permet la separation de 

I'hemoglobine glycosylee des autres fractions d'hemoglobine. Suivant ce document, on inclut du sulfate de 
w dextran dans un echantillon de sang ou dans le tampon d'electrophorese. Le support utilise peut etre un gel 

d'agar conventionnel ou de I'acetate de cellulose. 

Les limitations de ce procede sont soulignees par son auteur meme (J. AMBLER) dans "Measurement 

of Glycosylated Hemoglobin on Cellulose Acetate Membranes by mobile Affinity Electrophoresis", Clin. 

Chem. 1983; 29:340-343: a savoir I 'interference de I'hemoglobine foetale (HbF), la non-separation de 
15 HbA1a, HbA1b, la necessite de colorer le gel et don I'impossibilite de travailler sur sang total. II faut utiliser 

des hemolysats de globules rouges laves ce qui implique davantage d'etapes et enormement de main 

d'oeuvre. 

L'article d'Aleyassine H., Determination of glycosylated hemoglobin by affinity electrophoresis on 

agarose gel, in Clinica Chemica Acta, 142, 123-130, (1984) decrit une technique analogue qui permet de 
20 meme obtenir une separation de I'ensemble des hemoglobines glycosylees d'avec les hemoglobines non- 

glycosylees. Selon le procede decrit, on ajoute du sulfate de dextran a un gel d'agarose. Apres 

electrophorese, I'hemoglobine foetale migre au meme endroit que I'hemoglobine glycosylee ce qui cree 

une interference. HbAla et HbAlb ne sont pas separes. 

En outre, I'auteur signale dans cet article que les resultats obtenus sont fortement dependants de la 
25 source de sulfate de dextran utilisee. La Demanderesse a d'ailleurs pu constater que des lots differents 

d'une meme qualite de sulfate de dextran d'un meme fournisseur pouvaient ne pas donner des resultats, ce 

qui rend cette technique difficilement exploitable. 

II n'existe done pas actuellement a la connaissance de la Demanderesse de procede electrophoretique 

qui permette d'obtenir une bonne separation de I'hemoglobine glycosylee Hb A1c des hemoglobines non- 
30 glycosylees, et des autres types d'hemoglobines glycosylees, tout en ne presentant pas d 'interference avec 

des hemoglobines anormales telles que I'hemoglobine foetale HbF, et en permettant un dosage des 

constituants par densitometrie apres la separation electrophoretique. 

Buts vises par I'invention 

35 

L'invention a pour but de fournir un procede electrophoretique permettant d'obtenir de tels resultats, 
tout en etant bon marche, pratique et facile a utiliser. 

Elle a encore pour but de fournir un tel procede qui permette egalement d'identifier differentes 
hemoglobines anormales. 

40 Un autre but de l'invention est de fournir des trousses comprenant un gel d'agarose permettant 
I'execution du procede electrophoretique de l'invention. 

Elements caracteristiques de ('invention 



45 L'invention a pour objets un procede de preparation de gel d'agarose dans lequel on ajoute un 

polysaccharide sulfate, en particulier du sulfate de chondro'rtine, et les gels d'agarose susceptibles d'etre 
obtenus par ce procede. 

Le sulfate de chondro'rtine peut etre choisi dans un groupe comprenant le sulfate de chondro'rtine A, le 
sulfate de chondro'rtine B, le sulfate de chondro'rtine C et un melange de deux ou plusieurs de ces 
50 composes. 

Le sulfate de chondro'rtine utilise peut etre extrait de diverses especes animales: il en existe divers 
types dans le commerce qui peuvent etre obtenus par exemple a partir de cote ou de peau de pore, de 
trachee ou de cornee de boeuf, ou de cartilages de requin ou de baleine. 

Des essais d'electrophorese avec des gels contenant ces differents types de sulfate de chondro'rtine, 
55 employes seuls ou en melange, ont donne de bons resultats, independamment de leur origine, et de leur 
poids moleculaire. L'observation des gels a permis une identification de Themoglobine glycosylee Hb A1c. 

Le sulfate de chondro'rtine peut etre contenu dans un tampon d'equilibration, avantageusement a une 
concentration de 0,1 a 3% dudit tampon, de preference a une concentration de 0,5 a 1% dudit tampon. Le 
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pH de celui-ci generalement compris entre 5 et 6, de preference entre 5,2 et 5,8. 

Le tampon peut contenir un acide choisi parmi les acides maleique, phtalique, 2-3-pyridine dicarboxyli- 
que, succinique, dibromosuccinique, mucique, diglycolique, malique et adipique, et une base choisie parmi 
les suivantes: Tris, NaOH, KOH, D-L methylglucamine, imidazole et piperazine. 

II va de soi que d'autres acides et bases acceptables peuvent etre utilises. 

D'une maniere preferee, le sulfate de chondro'itine est ajoute a I'agarose avant solidification du gel. Le 
gel peut egalement etre mis a equilibrer dans du tampon d'equilibration contenant du sulfate de chondro'iti- 
ne. 

On peut done utiliser de la sorte un gel exempt de sulfate de chondro'itine, tel que par exemple un gel 
Beckman Paragon SPE, pour ('identification de i'hemoglobine glycosylee Hb A1c, sans sortir du cadre de 
I'invention. L'equilibration dure habituellement 30 minutes. 

Un autre objet de I'invention est une trousse pour ('electrophorese d'hemoglobine comprenant un gel 
d'agarose obtenu suivant le procede de I'invention, le cas echeant un tampon d'equilibration contenant du 
sulfate de chondro'itine, et un tampon d'electrophorese. De preference, le tampon d'electrophorese est 
identique au tampon d'equilibration (mais ne contient eventuellement pas de sulfate de chondro'itine). 

L'invention est illustree par les exemples de gels electrophoretiques repris ci-dessous (exemples 1 a 7) 
et par un exemple de mise en oeuvre (exemple 8). 

Exemples 1 a 7 (preparation) 

Des solutions standard d'agarose sont preparees de la maniere suivante: 10 g d'agarose sont verses 
dans 830 ml d'eau distillee sous forte agitation. Le melange est chauffe progressivement jusqu'a 95 °C puis 
refroidi aux alentours de 55 °C. Sous agitation, 170 ml d'une solution concentree contenant un ou plusieurs 
acides ou substances a comportement acide, une ou plusieurs bases, et eventuellement un agent de 
preservation comme I'azoture de sodium par exemple. 

Du sulfate de chondro'itine, ainsi que des adjuvants connus permettant d'obtenir les caracteristiques de 
gel souhaitees (texture, retention d'eau) sont ajoutees a ces solutions standard. Apres homogeneisation, on 
procede au coulage des gels d'agarose (200 a 250 gels de 10 x 7,5 cm) sur un support adequat. 



Ex. Acide Base Azoture Autre Sulfate de 

choadroitine 

1. Maleique 8,2 g TRIS 11,9 g 0,59 g - 7,84 g 

2. Malique 9,2 g TRIS 14,5 g 1 g - 6,51 g 

3. Maleique 8,7 g TRIS 11,8 g 0,21 g Hydrogenophtalate de 10 g 

potassiua 1,3 g 

4. Phtalique 8,02 g TRIS 10,8 g lg MGPS0 10,1 g 10 g 

5. 2,3 Pyridine dicar- TRIS 10,9 g 1 g MES 5,04 g 8,61 g 
boxylique 8 g 

6. Maleique 10 g Imidazole 5,2 g 0,4 g Na SCN 2 g 5,3 g 



7. Maleique 5,47 g TRIS 7,79 g Hydrogenophtalate de po- 6,47 g 

tassium 0,82 g 
Na SCN 1,5 g 

Exemple 8 (mise en oeuvre) 

Un gel obtenu selon une des preparations decrites en exemples 1, 2, 3, est depose sur la table, 
buvarde pour enlever I'exces de tampon. Des hemolysats de sang total ou de globules rouges sont 
appliques selon un procede courant en electrophorese. Le gel est alors soumis a une electrophorese de 50 
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V pendant 20 a 40 minutes ou de 100 V pendant 10 a 20 minutes en utilisant de preference dans le 
tampon d'electrophorese les acides et bases employes pour la preparation de la solution standard 
d'agarose pour la fabrication du gel. Apres I'electrophorese, le gel est rince a I'eau distillee, le support de 
gel parfaitement essuye, puis on procede a une lecture densitometrique a 415 nm, permettant de deceler la 

5 presence d'hemoglobines anormales et de calculer le pourcentage d'hemoglobine glycosylee HbA1c par 
rapport a une ou plusieurs des hemoglobines presentes dans I'echantillon. 

Alternativement le gel peut etre seche puis lu par densitometrie, une fois sec. Une variante peut 
consister a colorer le gel de fagon a en permettre la lecture avec un densitometre a faible sensibilite, ou 
pour en permettre I'archivage. Cette coloration peut etre obtenue en utilisant un reactif colorant les 

w proteines (en tenant compte que des proteines autres que hemoglobine peuvent reagir) ou un colorant 
specifique de I'hemoglobine y compris les techniques mettant en oeuvre des proprietes antigene-anticorps. 

Des resultats experimentaux ont montre notamment qu'il est possible en utilisant les gels suivant 
I'invention de mettre en evidence sans confusion possible, des bandes bien definies correspondant aux 
hemoglobines suivantes: Hb Ao, methemoglobine, Hb A1c, HbF, Hb A1b et Hb A1a. 

15 Bien que les exemples ci-dessus iliustrent des formes d'execution avantageuses de I'invention, ils n'en 
limitent pas la portee. 

Au cas ou on dispose d'un gel pour electrophorese ne contenant pas de sulfate de chondro'itine, par 
exemple d'un gel Beckman Paragon SPE, on ne sortira pas du cadre de I'invention si on laisse equilibrer un 
tel gel pendant par exemple 30 minutes dans un tampon d'equilibration contenant des acides et bases tels 
20 que mentionnes dans les exemples ci-dessus, et du sulfate de chondro'itine. Bien que le procede soit plus 
long, les resultats obtenus sont tout a fait similaires. 

On ne sortira pas non plus du cadre de I'invention en ajoutant du sulfate de chondro'itine a un gel 
d'agarose contenant un autre polysaccharide sulfate. 

25 Revendications 

I. Procede de preparation de gel d'agarose dans lequel on ajoute a ('agarose un polysaccharide sulfate 
caracterise en ce qu'on ajoute a I'agarose du sulfate de chondro'ftine. 

30 2. Procede suivant la revendication 1 caracterise en ce que le sulfate de chondro'itine est choisi dans un 
groupe comprenant le sulfate de chondro'itine A, le sulfate de chondro'itine B, le sulfate de chondro'itine 
C et un melange de deux ou plusieurs de ces composes. 

3. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le sulfate de 
35 chondro'itine est contenu dans un tampon dit d'equilibration. 

4. Procede suivant la revendication 3 caracterise en ce que le sulfate de chondro'itine est present dans le 
tampon a une concentration de 0,1 a 3% dudit tampon. 

40 5. Procede suivant la revendication 4 caracterise en ce que le sulfate de chondro'itine est present dans le 
tampon a une concentration de 0,5 a1% dudit tampon. 

6. Procede suivant I'une quelconque des revendications 3 a 5, caracterise en ce que le pH du tampon est 
compris entre 5 et 6. 

45 

7. Procede suivant la revendication 6 caracterise en ce que le pH du tampon est compris entre 5,2 et 5,8. 

8. Procede suivant I'une quelconque des revendications 3 a 7, caracterise en ce que le tampon contient 
un acide choisi parmi les acides maleique, phtalique, 2-3-pyridine dicarboxylique, succinique, dibromo- 

50 succinique, mucique, diglycolique, malique et adipique. 

9. Procede suivant I'une quelconque des revendications 3 a 8, caracterise en ce que le tampon contient 
une base choisie parmi les suivantes: Tris, NaOH, KOH, D-L methylglucamine, imidazole et piperazine. 

55 10. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que le sulfate de 
chondro'itine est ajoute a I'agarose avant solidification du gel. 

II, Procede suivant I'une quelconque des revendications 3 a 9, caracterise en ce que le gel est mis a 
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equilibrer dans du tampon d'equilibration contenant du sulfate de chondrortine. 

12. Procede suivant la revendication 11 caracterise en ce que le gel mis a equilibrer est exempt de sulfate 
de chondroitine. 

13. Procede suivant Tune quelconque des revendications 11 et 12, caracterise en ce que le gel est mis a 
equilibrer pendant trente minutes. 

14. Gel d'agarose susceptible d'etre obtenu par un procede suivant Tune quelconque des revendications 1 
a 13. 

15. Trousse pour electrophorese d'hemoglobines comprenant un gel d'agarose suivant la revendication 14, 
le cas echeant un tampon d'equilibration contenant du sulfate de chondroftine, et un tampon d'electro- 
phorese. 

16. Procede electrophoretique pour separer I'hemoglobine glycosylee Hb A1c des autres hemoglobines 
presentes dans un echantillon de sang complet ou de globules rouges, caracterise en ce qu'on utilise 
comme milieu de support pour I'electrophorese un gel d'agarose suivant la revendication 14. 

17. Utilisation du sulfate de chondro'ftine dans des gels d'agarose servant de milieu de support d'electro- 
phorese. 
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